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ÖSSZEFOGLALÁS

Magyarországon a krajnai fajta (Apismelliferacarnica) honos,

je lenleg ez az egyetlen elismert és tenyészthető mézelő méhfajta az

or szágban. Azt feltételezzük, hogy az országban számos idegen fajta,

il letve hibrid is megjelenik. A megkezdett mikroszatellit és mitokond -

riális DNS vizsgálatok alkalmasak lesznek a fajták könnyű és pontos

azonosítására, valamint új lehetőségeket biztosítanak a házi méhek

ku tatása területén. A genomiális DNS izolálását öt-hét napos álca

min tákból sikeresen elvegeztük. A vizsgálatot mikroszatellit marke -

rek kel végeztük el. Kezdeti lepésként megállapítottuk a meg fe lelő

feltapadási hőmérsékletet. A mitokondriális DNS vizsgálatban spe -

ciális szekvenálási módszer szükséges a felhasznált COI-COII mi-

 tokondriális régióban lévő primer alacsony feltapadási hőmérsékle te

miatt. E kutatási munka célja a populációk genetikai varianci á já nak

felmérése a módszerek felhasználásával.

Kulcsszavak: Apis mellifera carnica, mitokondriális DNS,

mikroszatellit

SUMMARY

In Hungary, the Apismelliferacarnica is the native breed  which

is the only recognised and breedable honey bee in the country. It is

assumed that there are a number of non-native and hybrid honey bee

breeds in Hungary. The microsatellite and mitochondrial DNA surveys

applied here will be utilised to easily and accurately identify the various

sprads, and open up new ways in the research of honey bees. The

isolation of the genomial DNS from 5 to 7 day old larvae samples

was successfully carried out. In the future the plan is to carry out the

measure with microsatellite markers. As an initial step the optimal

annealing temperature was identified. In the mitochondrial DNA survey

the COI-COII mytochonrial regional primer due to its low anneling

temperature cannot be used with any normal sequencing methods. By

using these method the aim of this research is the measurement of

genetic variance.

Keywords: Apismellifera carnica, mitochondrial DNA,

microsatellite

BEVEZETÉS

AmitokondriálisDNSazállatokevolúcióskutatá-
sánaknépszerűmolekulárismarkere.Alkalmastörzs-
fejlődésivizsgálatokelvégzésére,továbbáapopuláció
szerkezetének,dinamikájánakésmolekulárisevolúció-
jánaktanulmányozásárais(Avise,1994).

Améhtenyésztésbiológiai,genetikai,tartásiéste-
nyésztésszervezésiszempontbólegyarántkülönbözik

valamennyitenyésztetthaszonállat-fajtól.Magyaror-
szágonakrajnaifajta(Apis mellifera carnica) honos,
jelenlegezazegyetlenelismertéstenyészthetőmézelő
méhfajtaazországban.

Jellemző,hogyazegyesméhtenyésztőtelepekmajd-
nemönállóan,mintegygenetikaiizoláltságbantenyész-
tenek.Morfológiaitulajdonságokmérésévelmeghatá-
rozható,hogyegyadottcsaládegyedeimegfelelnek-e
akrajnaifajtaparamétereinek,illetvenemmutatják-e
azolaszméh,vagymásfajták/hibridekfenotípusosje-
gyeit.Azismegállapítható,hogyazországbanszámos
idegenfajta,illetvehibridismegjelenik.Tekintettelar-
ra,hogyaméhektermészetesútonaszabadbanpáro-
sodnak, ezért az apa nem ismert, azonosítása nem
megoldható.Mindkétszülőismeretének,ésígyaklasz-
szikustenyésztésieljárásokbevezetésénekegyikfel-
tétele a populációk genetikai varianciájának hazai
kutatása,valamintazeredményekadaptálásaésalkal-
mazásaaméhtenyésztésbenis.

AzApis mellifera fajonbelülazA. mellifera melli -
fera (északi),A. mellifera ligustica (olasz),A. mellife -
ra carnica (krajnai),A. mellifera caucasica (kaukázu-
si)gazdaságilagjelentősfajták(Rothenbuhleretal.,
1968)(1. ábra).

1. ábra: A mézelő méh fajták elterjedési területei és evolúciós

származási vonalai

Forrás:http://www.apidologie.org/index.php?option=com_article&
access=standard&Itemid=129&url=/articles/apido/full_html/2009/0
3/m08114/F1.html

Figure 1: The honey bee spread area and evolutonary lineges

Aháziméhbiodiverzitásátelőszörmorfológiaibé-
lyegekalapjánmértékfel(Ruttneretal.,1978).Aházi
méhfajonbelülmorfológiájukalapján24alfajtkülön-
böztetnekmeg.Ezenbelülháromevolúciósszármazási
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vonalkülöníthetőelazóvilágban(aháziméheredetide-
mográfiaiterülete,mielőttazemberelterjesztettevol-
na)morfológiaibélyegekalapján.Azeurópaiháziméh
(M)melybenmegjelenikApis mellifera iberica ésApis
mel lifera mellifera,azafrikai(A)ésazészak-mediterrán
(C)melybebeletartozikazApis mellifera ligustica,Apis
mellifera carnica ésApis mellifera cecropia (Ruttner,
1988).Azutóbbimolekulárisgenetikaivizsgálatokbi-
zonyítottáktovábbikétszármazásivonalmeglétét,ami
tartalmazzaaközelkeletalfajaitésEtiópiábólazA. m.
yemenica alfajt(Francketal.,2000)(1. ábra).

AXX.századótaazészak-nyugateurópaiméhte-
nyésztésbenakiválóbbfajtákszerepelnek,főkéntaz
Apis mellifera ligustica olaszországbólésazApis mel-
lifera carnica akorábbiJugoszláviából.Arrakövetkez-
tethetünk,hogydirektfajtakicserélésésagénáramlás
figyelhetőmegazőshonosésbetelepítettfajtákközött
(JensenésPedersen,2004).Európaegyesrészeinaz
őshonosméheketmár kihaltnak tekintik. Németor-
szágbanpéldáulerőteljeskicseréléskezdődött,azApis
mellifera mellifera fajtátApis mellifera carnica fajtára
váltották(MaulésHahnle,1994).Askandinávorszá-
gokbanésaBrit-szigetekenalegtöbbprofiéshobbi
méhészmaApis mellifera ligustica-t,Apis mellifera
carnica-tvagyegymesterségesenlétrehozottvonalat,a
Buckfast méhettartják.ÍgyazApis mellifera mellife ra
természeteselterjedésiterületeazutóbbiévekbenje-
lentősenlecsökkent(Jensenetal.,2005).

Akrajnaiméh(Apis mellifera carnica Poll.) aKara-
vankákhegyláncától,azosztrák-szlovénhatárterületén
őshonos.Avidékenméghagyományosméhészkedést
folytatnak.AnévazazonosnevűKarnikaAlpokterü-
letérőlszármazik.MegtalálhatóaDunavölgybenBécs-
tőlaKárpátokig,azAlpokbanAusztriadéli részén,
SzlovéniábanésHorvátországbanegészenadalmát
partokig.Afajtajellegeitmutatjákmégaszlovák,dél-
lengyelésaKárpátokbanahegyiméhek,ill.aKárpát-
medenceméheis.

Ahazaimézelőméhpopulációdiverzitásátmegha-
tároznimikroszatellitvizsgálatokmegkezdésévelter-
vezzük.Amikroszatellitekagenombanelszórtanelhe-
lyezkedőnéhánybázispárismétlődésébőlálló50–300
bázispár(bp)hosszúságúszekvenciarészletek.Ezen
ismétlődésektípusamás-más,azonosíthatóságukataz
őkethatároló,genombancsaknéhányhelyenelőfordu-
lószekvenciák,primerkapcsolódásihelyektesziklehe-
tővé(Fésüsetal.,2000).

Szociálisrovarokpopulációstruktúrájánakésro-
konikapcsolatainakvizsgálatáhozelsőkéntDavisetal.
(1990)alkalmaztakDNSmarkereket.Aháziméhben
tudományos ésökonómiai fontosságamiatt számos
mikroszatellitetmutattakki(Estoupetal.,1993),me-
lyekkiválóeszközeiagenetikaidiverzitásmegállapí-
tásának(Estoupetal.,1994)ésagéntérképezésnek.
Mikroszatellitekhasználatávalazegyedekkönnyenés
pontosanazonosíthatóak,emellettújlehetőségeketbiz-
tosítanakaháziméhekkutatásaterületén(Estoupetal.,
1995).Afentemlítettmódszerekkelháziméhcsaládok
apaságianalíziseiselvégezhető(Fondrketal.,1993).

A hazai mézelő méh populációk diverzitásának
meghatározásátmitokondriálisDNSvizsgálatokkalis
kifogjukegészíteni,amihezszükségvanamitokond-
riumsajátosságainakismeretére.Amitokondriumönál-

lógenommalrendelkezik,amelyarovarokbankettős
szálú,köralakúDNSmolekula(2. ábra).

2. ábra: A mézelő méh mitokondriális genomjának térképe

Forrás:Crozier,R.H.ésCrozier,y.C.,1992

Figure 2: The map of the honey bee mitochondrial genome

Amígamitokondriálisgenombanmindenszázadik,
addiganukleárisgenombancsakmindenezredikbázis
mutateltérést.AmitokondriálisDNSmutációsrátája
jóval nagyobb a nukleárisDNSmutációs rátájánál,
megközelítőleg2%egymillióévenként(Brownetal.,
1979).

Aháziméhmitokondriálisgenomjánakhossza16,5
és17kb.közöttvan(SmithésBrown,1988).Ezalán-
colatahosszúságvariabilitásaszempontjábólkétrész-
reosztható.Azegyikakontrollrégió,amásiknálpedig
améretkülönbségnagyobb(alegrövidebbésaleghosz-
szabbtípusközött450bp)aCoI-CoIIösszekapcso-
lódásánál.Eztarégiótkorábban(Crozier,R.H.etal.,
1989)szekvenálták,ésközöttemegtaláltákatRNAleu
ésaCoIIgéneket.Akapottszekvenciaarövidebbtí-
pushoztartozik.Nemsokkalkésőbb(Cournetetal.,
1991)meghatároztákaCoI-CoIIrégióközötttalálha-
tóhosszúintergénikusszakaszt.Megállapították,hogy
eszekvenciahosszaváltozóafajtákközöttésafajtá-
konbelül.Azelsőalternatívfilogenetikaivizsgálatot
mitokondriálisDNSsegítségévelvégeztékel,hogyre-
konstruáljákaméhnemzetségekközöttirokonikapcso-
latokat(Cameron,1991,1993).Amitokondriálisgenom
körülbelül93%-akódolószekvencia,csupánnagyon
rövidintronoktalálhatókbenne.Nemkötődnekhozzá
fehérjék,ezértkevésbévédettamutagénhatásokkal
szemben.Amitokondriumbólhiányzikazexcíziósja-
vítórendszeris,amialétrejöttmutációkatjavítaná(li,
1997).

Terveinkszerintméhpopulációnbelüliéspopulá-
ciókközöttiösszehasonlítástvégzünk.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Adolgozóméhekettizenhatméhészetből(populá-
cióból)gyűjtöttükMagyarországterületén,melyekről
feltételezzük,hogyakrajnaifajtábanmegjelenőegyéb
fajtagenetikaitulajdonságaitistartalmazza.Kontroll
csoportkénaKisállattenyésztésiésTakarmányozási
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KutatóintézetMéhtenyésztésiésMéhbiológiaiosztá-
lyátólfajtatisztakrajnaimintákat,külföldiméhészetek-
bőlpedigApis mellifera iberica,Apis mellifera melli fe ra,
Apis mellifera ligustica fajtatisztaegyedeketésBuckfast
hibrideketkértünk.Ahazaipopulációkbólagenetikai
vizsgálatokhozötvenegyedetgyűjtöttünk,melyekmég
lefedéselőtti5–7naposálcákvoltak.Amintákat5kap-
tárbólvettük,kaptáronként10egyedet.Améhekegyen-
kénteppendorfcsövekbekerültek,majdazokat-20oC-on
tároltukalaboratóriumivizsgálatmegkezdéséig.

AgenetikaivizsgálatokataDebreceniEgyetemÁl-
latgenetikailaboratóriumábanvégeztük.Agenomiális
DNSkivonásalatorreetal.(1986)módszerealapján
történt.Afelhasználásrakerülőmikroszatellitmarkerek
akövetkezők:A7,A14,A28,A113,B124,A(B)24,A88,
A35(Estoupetal.,1995),A43,A76,A107(Estoup et
al.,1993).

Azallélfrekvenciákatésazallélekszámát,valamint
amegfigyeltésvártheterozigozitásértékétaGENEPoP
1.2. ésaPoPGENE1.32.szoftvercsomagoksegítsé-
gévelszámítottukki.Azegyes lokuszonmegjelenő
egyedialléleketaCoNVERT1.31-esszoftverrelde-
tektáltuk.AShannon-féleindexsegítségévelazállo-
mánygenetikaiváltozatosságátszámszerűsítettük.A
Hardy-Weinbergegyensúlytólvalóeltérés(X²-próba)
ésaheterozigótadeficitvalószínűségiértékeinekki-
számításáhozugyancsakaGENEPoP1.2szoftvercso-
magotalkalmaztuk(yehésBoyl,1997).Apopuláción
belüliéspopulációkközöttigenetikaikülönbségeket
(Fstérték),azallélgazdagságot,valamintazegylokuszon
megfigyeltallélokkiszámításátazFSTATprogrammal
végeztükel(Goudet,1995).

AfajtákéspopulációkközöttiNei-félegenetikaitá-
volságértékekkiszámításáhozismételtenaPoPGENE
1.32programothasználtukfel.Azadatokbólgenerált
dendogramelkészítéséhezpedigaTREEVIEWszoft-
vertalkalmaztuk(Page,1996).

EREDMÉNYEK

Mintagyűjtés

Azországban16helyrőltörténtmintagyűjtés(Fertő-
szentmiklós,Kercaszomor,Bazsi,Kaposfüred,Dinnye-
berki, Pest, Abony, Kecskemét, Kiskunfélegyháza,
Abasár,okány,Cserépfalu,Perkupa,Hajdúszoboszló,
Hajdúvid,Nyírcsholy).Mindenméhészetből50egyed
kerültbegyűjtésre,5családbólcsaládonként10egyed.

Mikroszatellit vizsgálat

Amikroszatellitvizsgálatokelsőlépésekéntmeg-
közelítőleg800egyedbőlagenomiálisDNSizolálása
történtmeg(latorreetal.,1986)módszerealapján(3.
áb ra).

Ezt követően a meglévő DNS általunk vizsgált
szegmensétpolimerázláncreakció(PCR)segítségével
felsokszorosítottuk.APCRprogramakövetkező:94
°C2:00perc,35ciklus94°C0:30perc,(55°C,56°C,
58°C,60°C0:30perc,72°C0:30perc,72°C10:00
perc,10°C.Azamplifikációhozszükségesreakcióelegy
akövetkező:1μlizoláltDNS,1μldNTP,2μl5×puf-
fer, 1,7μlMgCl2,0,1μlprimer,0,07μlTaqpolimeráz,
4,03μldH2o.

3. ábra: Álcából kivont genomiális DNS gélképe

Figure 3: The photo of the genomial DNA gel estracted from

honey bee larvae

Mitokondriális DNS vizsgálat

AmitokondriálisDNS(továbbiakbanmtDNS)vizs-
gálatsoránaCoI-CoIIrégióbanlévőprimerpárfel-
használásárakerültsor(Estoupetal.,1995).Quiagene
tisztítókitsegítségéveleltávolításrakerültekazoldat-
banafeleslegesvegyszerek.Aprimerfeltapadásihő-
mérsékleteastandardhőmérsékletitartományonkívül
esik, így csupán aminták kis része értékelhető (4.
ábra).AtisztítottDNSNémetországbapostázásátkö-
vetőenamintákjelentősrészénélhasználhatatlanszek-
venciát(5. ábra) kaptunk.

Munkánkfolytatásakéntkétprimerpártervezése
történtaPrimer3programmal.Azemlítettprimereka
CoIés16SrRNSrégióbantalálhatóak.Aprimerek
teszteléseutánmeghatározásrakerültazoptimálisfel-
tapadásihőmérsékletésaPCRkondíciók,melyeka
következők:92°C2:00perc,35ciklus92°C0:30
perc,(63°C,64°C)0:30perc,63°C2:00perc,63°C
10:00perc,10°C.Azamplifikációhozszükségesreak-
cióelegyakövetkező:1μlizoláltDNS,1μldNTP,2
μl5×puffer,1,5μlMgCl2,0,1μlprimer,0,07μlTaq
polimeráz,4,33μldH2o.

KÖVETKEZTETÉSEK

Avizsgálatokelsőlépésekéntmegközelítőleg800
egyedből a genomiális DNS izolálása történt meg
(latorreetal.,1986)módszerealapján.

Mikroszatellitekhasználatávalazegyedekkönnyen
éspontosanazonosíthatóak,emellettújlehetőségeket
biztosítanakaháziméhekkutatásaterületén.Amikro-
szatellitvizsgálatokkezdetilepésekéntamegfelelőfel-
tapadásihőmérsékletétésPCRkondíciókmegállapí-
tásatörténtmeg.

AfelhasználtCoI-CoIImitokondriálisrégióbanlé-
vőprimerazalacsonyfeltapadásihőmérsékletmiatt
számunkraahagyományosszevenálásitechnológiával
nemalkalmazható.Akétújabbprimerpártesztelése
utánmeghatározásrakerültazoptimálisfeltapadásihő-
mérsékletésaPCRkondíciók.
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4. ábra: Értékelhető mtDNS szekvencia

Figure 4: Measurable mtDNA sequence

5. ábra: Értékelhetetlen mtDNS szekvencia

Figure 5: Unmeasurable mtDNA sequence
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